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"SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE CODANT L 1 ANTIGENE DE SURFACE DU 
VIRUS DE L 1 HEPATITE B, VECTEUR CONTENANT LADITE SEQUENCE 
NUCLEOTIDIQUE, PROCEDE PERMETTANT SON GBTENTION ET ANTIGENE 
OBTENU » 

L' invention est relative a un acide nucleique 
comprenant une sequence nucleotidique capable de coder une 
sequence peptidique immunog£ne correspondant a 1' antigene 
de surface du virus de I'hepatite virale B, et aux poly- 
5 peptides et peptides obtenus. 

Elle concerne egalement un procede permettant 
d'obtenir un tel acide nucleique. 

L 1 hepatite B est une maladie virale frequente 
tout particulier-ement en Afrique Tropicale, en Asie du 
10 Sud-Est et en Extreme-Orient - 

L 1 agent etiologique est un virus (HBV) ou par- 
ticule de Dane, comprenant une enveloppe (antigene 
Australia ou antigene HBs) , une capside (antigene HBc) , - 
une polymerase endog&ne et une molecule d 1 ADN circulaire- 
15 partiellement simple brin ; le brin le plus lonp de cette 
molecule d 1 ADN comporte pres de 3 200 nucleotides {SUMMERS 
J., O 1 CONNELL A. et MILLMAN I. (1975) Proc. Nat. Acad. * 
Sci. USA 72/ 4 597-4 601). 

L ' ADN polymerase endogene peut etre utilisee . 
20 pour reparer in vitro le brin le plus court (T.- A. -LANDERS, 
H- B. GREENBERT et J. S. ROBINSON, J. VIROL., 23, 1977, \ 
_p. 368-376). _ - 

• - L 1 analyse electrophoretique de&> prbteines de 
-I-'; enveloppe a montre la presence de 2 a 7 polypeptides 
25;:dont les principaux sont appeles : polypeptide I-'Ui^o 1Y-* 
.^peptide" -II (PETERSON D. L., ROBERTS I. M . et . VYAS G . N ! 

(1977) Proc- Nat. Acad. Sci., USA, 74,. 1 530-1 534, et 
• PETERSON D. L. , CHIEN D. Y., VYAS G. N. , NITECK-I D. et 
BOND H. (1978) In Viral Hepatitis ,- ed . G. VYAS, S. .COHEN 
30 et.R. SCHMID, The Franklin Institute Press,' Phiiadelphie, 
569-573) . 
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Le polypeptide I a un poids moleculaire de 22 000 
a 26 000 daltons- Le polypeptide II est glycosile et a un 
poids moleculaire de 28 000 a 30 000 daltons. La composi- 
tion en acides amines de ces deux polypeptides est tres * 
5 semblable, les sequences que forment, respectivement, 
leurs 15 premiers amino-acides (a partir de - I'ex- 
tremite N-terminale) et leurs 3 derniers amino-acides 
sont identiques, de sorte que l'hypothese a ete for- 
mulae que le polypeptide II pourrait ne differer 
10 du polypeptide I que par une glycosilation. 

L' etude du virus est extfemement dif- 
ficile dans la mesure ou l'on ne dispose d'aucun systeme 
de culture cellulaire permettant la propagation du virus. 
Cette difficulty a deja en partie ete contournee, plus 
15 particulierement en ce qui concerne le serotype ayw . 
^'ADN entier (genome) du virus ; a ete identifie et 
clone, notamment dans E. __coli , apres son insertion pr Sala- 
ble dans le site unique ECoRI-d'un vecteur Agt.WES. AB, selon la 
technique par FRITSCH A. , POURCEL C. , CHARNAY P. et 
20 TIOLLAIS P. (1978) C. R. Acad, de Paris, 287, 1 453^1 456). 
A ce jour, la sequence des polypeptides I 
et II eux-memes, la localisation dans l'ADN viral de la 
sequence codant ces peptides n'ont pas ete realisees. 

L* invention a pour but l'obtention d'une sequen- 
25 ce d'ADN beaucoup plus petite que l'ADN viral lui-meme, 

contenant la sequence apte a coder la sequence peptidique 
douee de proprietes immunogenes permettant, lorsqu'elle 
est introduite dans l'organisme d'un bote vivant, d'in- 
duire la fabrication par ce dernier d'anticorps suscepti- 
30 bles de proteger ulterieurement ce meme bote a I'egard 

du virus de 1' hepatite virale B, notamment lorsque celui- 
ci se trouve a I'etat virulent. 

L' invention decoule non seulement de 1' analyse 
nucleotidique complete du genome de la particule de Dane 



WU H1/UU57 7 rui/rnou/uuioo 

3 

a laquelle ont procede les inventeurs, mais a 1 1 idee qu'ils 
ont eue pour identifier le gene codant (ci-apres denomme 
"gene S") des susdits polypeptides, de rechercher dans la 
. structure nucleotidique complete ainsi preetablie du ge- 
5 nome de la particule de Dane, celles des sequences de nu- 
cleotides susceptibles de coder les sequences peptidiques 
proximales et terminales connues de ces polypeptides. 

On rappellera que PETERSON et collaborateurs 
ont rapporte, notamment dans les articles dont les refe- 
10 rences ont ete rappelees plus haut, que la sequence proxi- 
male (premier amino-acide N-terminal) des 15 premiers 
amino-acides s'analysait en principe comme suit : 
met glu asn ile thr ser gly phe leu gly pro leu leu val ser 
et que la sequence terminale de ces memes polypeptides 
15 (dernier amino-acide C-terminal) etait la suivante : 
val tyr ile 

La figure 1 est une carte schema tique du genome 
de la particule de Dane. Celui-ci comporte deux brins b^ 
et b2 ; le plus court d'entre eux etant normalement 

20 depourvu de la partie representee par une ligne en trait 
interrompu dans le dessin. 

II est connu que cet ADN ne comporte qu'un seul 
site EcoRI- 

La fleche f^ donne le sens de la numerotation 
25 des nucleotides dont est compose le brin le plus long b^, 
et la fleche f^ donne le sens de la transcription de l'ADN 
du virus, notamment par la machinerie cellulaire des cel- 
lules envahies par le virus de 1* hepatite B, pour ce qui 
concerne 1' expression du gene S. 
30 Le site EcoRI peut done etre numerote 0 ou, 

comme on l'a maintenant determine de fa^on plus exacte 
pour celui des virus de l 1 hepatite B appartenant au sero- 
type avw , 3 182. 

Le cercle en trait plein interieur e donne l f e- 
35 chelle en % de longueur de 1 'ADN et permet de preciser les 
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positions de certaines de ses parties, 

Les nombres 3*, 5 1 et 5 ' , 3' a la parti e infe- 
rieure de la carte visent les extremites terminales por- 
teuses de memes nombres dans les representations conven- 
5 tionnelles des extremites des chaines d 'acide 'nucleique. 

Selon l 1 invention, il a ete montre que le 
''gene S" constituait essentiellement le fragment du brin 
le plus long situe entre les positions 73,6 et 95,1 
de la carte schematique de la figure 1. Les abreviations 
10 "Start" et "Stop" representent les points d' initiation 
et d 1 arret de la transcription du "gene S". 

Les figures 2A, 2B, 2C sont representatives de la partie 
terminale du susdit genome, comprise notamment entre les 
positions 60,4 et 100 (en % de longueur de I'ADN) . Chacune 
15 des lettres figurant dans la figure 2 correspond de fa<?on 
conventionnelle a 1'un des 4 nucleotides de base de I'ADN : 

A : Adenine 

G : Guanine 

T : Thymine 
20 c : Cytosine 

Les lignes inferieures, dans chaque paire de li- 
gnes dont sant constitutes les figures 2A,2B,2r, correspondent a 
l 1 acide nucleique correspondant a la chalne nucleotidique 

25 La technique d 1 analyse utilisee pour etablir la 

carte plus detaillee dont temoignent les figures 2A, 2B, 2C\ sera brie- 

vement rappelee ci-apres. 

La caracterisation de la sequence nucleotidique 

du "gene S" telle qu'elle est proposee dans le cadre de 
30 la presente invention, et dont les extremites proximale 

£ "S" et terminale t "S" sont indiquees dans les figures 2A,2R,2C, 

resulte de la constatation que : 

- les 14 premiers triplets (dans le sens de la 

lecture f 2 ) a partir du nucleotide numerote 3 0 30 vis-a- 
35 vis de l'extremite terminale EcoRl , sont respectivement 
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capables de coder les 14 premiers amino-acides de la sequence proxi- 
male des 15 premiers amino-acides des susdits polypeptides, 

- les 4 derniers triplets GTA TAG ATT TAA lus 
sur la chaine complementaire b 2 a la chaine transcrite b 1 

5 correspondent respectivement aux 3 amino-acides terminaux 
des susdits polypeptides et a un codon d* arret ; 

- cette sequence de nucleotides (678 nucleotides) 
ne comprend aucun codon d' arret, du moins lorsque l'on 
adopte le cadre de lecture impliquant que le premier tri- 

10 plet "lu u sur I'ADN par la machinerie cellulaire soit AUG, 
(correspondant sur le brin complementaire a ATG) ; 

- la traduction complete de 1 1 information gene- 
tique commengant avec le codon initial ATG conduit a un 
polypeptide theorique de 226 amino-acides, ayant un poids 

15 moleculaire de 25 422 daltons. 

La structure nucleotidique du "gene S" ainsi que 
la chaine polypeptidique resultant de la traduction du 
"gene S" sont representees aux figures 3A, 3B, 3C. 

Ces valeurs sont tout a fait conformes aux don- 

20 nees analytiques qui resultent de la mobilite electropho- 
retique du polypeptide I sur des gels de polyacrylamide 
qui ont deja ete decrits par les auteurs precedents (re- 
ferences 9-12 selon la bibliographie figurant a la fin 
de la description de la presente demande de brevet) . 

25 La difference observee au niveau du 15eme amino- 

acide de la sequence peptidique proximale du polypeptide I : 
leucine selon les cartes des figures 2A, 2B, 2C et 3A,3B, 3C mentionnees 
ci-dessus, et non serine selon les constatations des sus- 
• dits auteurs, peut peut-etre etre attribute au fait que 

30 ces auteurs ont travaille avec un variant genetique diffe- 
rent de celui ayant fait l'objet de la presente etude. On 
notera que la difference peut d'ailleurs etre rapportee a 
la substitution d'un seul nucleotide dans le triplet con- 
cerne "TTA" dans le "gene S" particulier represents dans 

35 les cartes des figures 2A,2B y 2C et 3A, 3B,3C, au lieude "TCA", l'undes 
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triplets susceptibles d'etre traduits en serine. 

L 1 invention concerne done plus particulierement 
les fragments d'acide nucleique qui peuvent etre excises 
de l'ADN de la particule de Dane, ces fragments etant plus 
5 particulierement caracterises en ce qu'ils contiennent 
la partie du "gene S" susceptible de coder la partie de 
la proteine de l'enveloppe du virus qui est responsable 
des proprietes immunologiques du virus de 1' hepatite B. 

A ce titre, l 1 invention concerne done un acide 

10 nucleique comportant au plus de l'ordre de 1 000-1 100 nu- 
cleotides, plus particulierement caracterise en ce qu'il 
est apte a coder une sequence peptidique immunogene, elle- 
meme apte a induire in vivo "la production d'anticorps ac- 
tifs a I'egard du virus de I'hepatite B, cette sequence 

15 peptidique contenant essentiellement la structure repre- 
sentee aux figures 3A, 38,30, ou toute sequence peptidique ayant 

des proprietes immunogenes equivalentes * 

L 1 invention concerne egalement un vecteur en 
vue de 1' expression de ladite sequence nucleotidique dans 
20 un micro-organisme ou dans des cellules eucaryotes a con- 
dition que la fusion genetique ait ete effectuee en con- 
servant la phase de lecture du "gene S" . 

Les sequences nucleotidiques utilisees confor- 
mes a 1' invention presentent l'une par rapport a 1* autre 
25 une variability conduisant, lors de leur expression, a la 
formation de determinants variant selon le sous-type du 
virus de 1 'hepatite B (sous-types d, w, y, r du groupe a). 

Pour l'une des sequences peptidiques represen- 
tees aux figures 3A,3B/3C, on observera que le premier acide ami- 

30 ne de la sequence susdite : methionine, est N-terminal 

et que 1 1 amino-acide de l'extremite opposee : isoleucine, 
est C-terminal. 

L 1 invention concerne encore, plus particuliere- 
ment, la sequence nucleotidique representee aux figures 4A,4R, 

35 codant la sequence peptidique telle qu'elle resulte de la 
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figure 5 ou toute sequence peptidique analogue douee de 
proprietes immunogenes. equivalentes. 

II va de soi que par "sequence peptidique equi- 
valente", mentionnee ci-dessus, il faut entendre toute se- 
5 quence peptidique dans laquelle certaines parties peuvent 
n'etre pas rigoureusement identiques aux parties corres- 
pondantes de la sequence peptidique representee dans les figu- 
res -3A, 3B, 3C et 5, ces variations pouvant etre dues a des mu- 
tations locales n'affectant pas le caractere immunogene 
10 general de la proteine ou a des modifications de structure 
tenant aux differents serotypes sous lesquels les protei- 
nes du genre en question sont susceptibles de se presenter 
(notamment 'serotypes adw, adr et avr ) . 

L 1 invention concerne plus particulierement la 
15 sequence nucleotidique contenant la sequence peptidique 
telle quelle est representee a la figure 6 ou toute se- 
quence peptidique analogue douee de proprietes immunogenes 
equivalentes. 

L' invention concerne plus particulierement encore 
20 les sequences peptidiques suivantes : 

Manine^utanune^lycir^-Thr^nine-Serine 
Thr^nine-Alanine-Glutam^ 
Thr^nine-Threonine-Ma^ 

Dans le premier peptide sus-indique I'extremite 
25 alanine est N-terminale et I'extremite serine est C-terminale. 

Dans le deuxieme et troisieme peptides sus- 
indiques, l'extr&mite threonine est N-terminale et I'extre- 
mite serine est C-terminale. 

A titre d'exemple, on peut notamment preparer le 
30 pentapeptide en partant de la serine C-terminale a laquelle 
on accroche la threonine par la methode de Castro decrite 
dans Tetrahedron Letters, 1975, n°14, page 1219-1222. Ensuite les aci- 
des amines glycine, glutamine, alanine sont rajoutes par la methode 
dite de 1' anhydride mixte repet^e (mnthodc rema) decrite par Beierman 
35 dans Chemistry and Biology of Peptides, Ed. J. ^eienhofer, Ann. Arbour 
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Science Publ., Ann. Arb. Mich. 351 (1972). 

L* invention concerne egalement les produits resul- 
tant de la fixation du pentapeptide sur une molecule porteu- 
se plus grosse, notamment de type polypeptide ou proteine, 
5 les compositions contenant ce pentapeptide en produits de fixation, no- 
tamrent en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 
et plus particulierement des vaccins centre l 1 hepatite B. Ces vehicules 
pharmaceutiques sont appropries, de fa^ori en soi classique, au mode d'ad 
ministration choisi, notamment par voie orale, parenterale, rectale ou 
10 par nebulisation sur des muqueuses, notamment nasales. 

L'hexapeptide et le polypeptide a 7 acides amines 
peuvent etre synthetises par des techniques de synthese 
peptidique classiques*. 

Ces peptides sont, selon la presente invention, 
15 tenus pour etre le site antigenique des polypeptides de 

plus grande taille dont question plus haut et responsables 
du pouvoir vaccinant de l ! enveloppe virale (Journal of 
Biol. Stand. 1976, ±, 295-304, RAO et VYAS "Biochemical 
Characterization of Hepatitis B Surface Antigen in Relation 
20 to Serologic Activity") . 

L' invention concerne Egalement encore les frag- 
ments d'ADN susceptibles de coder la production de tels 
pentapeptide, hexapeptide et polypeptide a 7 acides amines. 
II s'agit : 

25 - pour le pentapeptide , notamment du polynucleo- 

tide de formule: 

5' GCT CAA GGA ACC TCT 3' 
3» GGA GTT CCT TGG AGA 5 1 

- pour 1 1 hexapeptide, notamment du polynucleoti- 
30 de de formule : 

5» ACT GCT CAA GGA ACC TCT 3 f 
3' TGA CGA GTT CCT TGG AGA 5' 

- pour le polypeptide a 7 acides amines du poly- 
nucleotide de formule : 

35 5' ACT ACT GCT CAA GGA ACC TCT 3' 
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3' TGA TGA CGA GTT CCT TGG AGA 5' 
ou dans chacun des trois cas, du polynucleotide complemen- 
taire relatif aux trois polynucleotides respectifs prece- 
dents ou encore tout polynucleotide dans lequel chacun 
5 des triplets peut etre remplace par tout triplet analogue 
capable de coder la production du meme amino-acid.e. 

L'acide nucleique selon 1* invention peut encore 
etre caracterise en ce qu'il comporte au moins l'un des 
deux brins mutuellement complementaire d'une sequence 

10 d'ADN telle que representee dans les figures 4A, 4B (dans lesquel- 
les f igurent' egalement les nombres correspondant aux posi- 
tions- des premiers nucleotides de chacun des fragments sue- 
cessifs de 10 nucleotides representes vis-a-vis de la po- 
sition EcoRi non representee dans la figure : il va de 

15 soi que ce s nombres . n 1 interviennent pas au niveau de la 
caracterisation de la sequence nucleotidique du genre en 
question). Ce fragment d'ADN est delimite par deux sites 
Hindi, 

On appreciera que cette sequence nucleotidique 
20 correspond a 1 1 information genetique dont la traduction* 

conduit a la sequence peptidique representee a la figure 5. 

L 1 invention concerne naturellement les sequences 
nucleotidiques equivalentes a simple brin ou a double brin # 
dont notamment le brin ayant la structure qui decoule de 
25 la succession des lignes inferieures des f igures4A, 4B, 1 1 ADN 
a double brin correspondent, ou les ARN messagers corres- 
pondantS/ notamment celui represents par les enchalnements 
complementaires de nucleotides constitues par les lignes 
. inferieures des paires de lignes des fiqures 4A, 4B (sens 
30 de' la fleche f 2 ) . 

De meme entrent dans le champ de I 1 invention les 
chalnes nucleotidiques qui se dif f erencient des preceden- 
tes par certains triplets ou petites sequences de triplets, 
dans la mesure ou ces sequences nucleotidiques restent 
35 aptes a coder un polypeptide conservant les activites 
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immunogenes caracteristiques des virus de l 1 hepatite vi- 
rale B. D'une fagon generale, il s'agit de chalnes de nu- 
cleotides qui # le cas echeant, apres denaturation de 1 1 ADN 
a double brin pour produire les acides nucleiques a simple 
5 brin correspondants, restent suceptibles de s'hybrider sur 
au moins environ 90 % de leur longueur avec I'un des brins 
de 1 'ADN des figures 4A, 4B. 

Des acides nucleiques preferes selon 1 ! invention 
sont encore ceux qui peuvent etre excises a partir de 
10 1 'ADN de 1' hepatite virale et qui, lorsqu'ils sont a dou- 
ble brin, sont caracterises par 1' existence a I'un de • 
leurs bouts d'une extremite Hindi, Hhal, Aval ou EccRI 
et a leur autre bout par une extremite Aval II, Hindi ou 
Hhal. 

15 Les positions de ces diverses extremites vis-a- 

vis du site EcoRT sont schematisees dans les figures 2A, 2B,2C. 

L'acide nucleique selon 1" invention est destine 
a 1 ' incorporation dans un vecteur perm^ttant son expres- 
sion dans une bacterie et dans les cellules eucaryotes, 

20 notamment en vue de la production d'une proteine ou d'un 
peptide susceptible d'induire dans l'organisme d'un hote 
vivant la production d'anticorps actifs contre le virus 
de 1' hepatite virale B. La proteine ou le peptide resul- 
tant de la traduction de la sequence nucleotidique selon 

25 1« invention peuvent etre utilises comme agent vaccinant 
ou comme agent servant pour le diagnostic. 

L'acide nucleique selon l f invention peut egale- 
ment etre utilise comme sonde pour depister la presence ou 
non dans des echantillons de sang ou de serum d'epreiive, 

30 de particule de Dane, d'antigene HBs ou de fragments de 

celui-ci, etc. (par technique classique d 1 hybridation ADN- 
ADN) . 

D'autres caracteristiques de I 1 invention resul- 
teront encore de la description breve qui suit des techni- 
35 ques d' analyse, d 1 identification et d'obtention de 
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fragments d'ADN conformes a 1' invention. Reference sera 
naturellement faite aux dessins dont les figures ont deja 
ete prises en consideration dans ce qui precede. Les chif- 
fres ou nombres entre parentheses correspondent aux refe- 
5 rences de la bibliographie annexee a la presente descrip- 
tion. 

L 1 invention concerne aussi des vecteurs particu- 
liers permettant 1' expression des sequences nucleotidiques 
decrites ci-dessus, notamment sous la forme d'une proteine 

10 hybride dans laquelle un fragment proteique presentant les 
caracteres immunologiques de HBsAg jouxte une molecule 
porteuse conferant a l 1 ensemble des proprietes immunogenes 
ou immunoreactives , susceptibles d'induire la production 
d'anticorps protecteurs a l'egard de 1 1 infection virale 

15 dans l'organisme de l'hote dans lequel cette proteine a 
au prealable ete introduite. 

En particulier, 1 J invention concerne un vecteur - 
phage ou plasmide - contenant au moins une partie de I'o- 
peron lactose, plus particulierement le promoteur et le 

20 gene Z de cet operon/ ce vecteur etant caracterise en ce 
qu'il est modifie pour 1' insertion, en phase, dans un site 
approprie du gene Z, tel que le site EcoRI de l'un quel- 
conque des fragments d'ADN du brevet principal, notamment 
ceux contenant la plus grande partie du 'tjene S". Elle con- 

25 cerne egalement ceux de ces vecteurs modifies, dans les- 
quels une partie au moins "du fragment d'ADN codant pour 
la plus grande partie de la B-galactosidase serait rempla- 
cee par un fragment d 1 ADN apte a coder pour toute autre 
. molecule porteuse non immunogene, ou dont les eventuelles 

30 proprietes immunologiques, si celles-ci existent, n 1 inter- 
ferent pas avec celles de la partie peptidique presentant 
les proprietes immunologiques de HBsAg, par exemple essen- 
tiellement celle qui s'etend dans la direction de la lec- 
ture a partir de son site Hhal. 

35 L' invention est egalement plus particulierement 
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relative a une proteine hybride caracterisee en ce qu'elle 
contient une sequence polypeptidique presentant les proprie- 
tes immunologiques specifiques de HBsAg, jouxtant une se- 
quence polypeptidique constitute par la majeure partie de 
5 la 3-galactosidase, qui joue le role de proteine-porteuse. 

L 1 invention ne s'etend pas seulement a cette mo- 
lecule hybride particuliere, dont le role essentiel est 
de constituer un modele d'une proteine construite selon 
les techniques du genie genetique et douee des proprietes 

10 immunogenes et immunoreactives. caracteristiques de l 1 anti- 
gene HBsAg , mais egalement a toute autre proteine hybride 
dans laquelle tout ou partie de la partie 3-galactosidase 
peut etre remplacee par toute autre molecule porteuse non 
immunogene , ou dpnt les eventuelles proprietes immunologi- 

15 ques, si celles-ci existent/ n 1 interf erent pas avec celles 
de la partie peptidique presentant les proprietes immuno- 
logiques de HBsAg . 

D'autres caracteristiques de l 1 invention appa- 
raltront encore au cours de l'a description d'exemples pre- 

20 feres, en combinaison avec les dessins dans lesquels : 

- les figures la et Ih illustrent schematique- 
ment les etapes successives de la fabrication d ! un vecteur 
du type plasmide incorporant un fragment de HBV DNA, 

- les figures 2a a 2c illustrent schematiquement 
25 les structures initiales du vecteur utilise (figure 2a) 

final du vecteur modifie obtenu (figure 2b) et celle de 
la proteine hybride resultant de 1' expression de ce vec- 
teur modifie dans E. coli (figure 2c) . 
. A - SEQUENCES NUCLEOTIPIOUES 
30 Les produits et methodes utilises 

- Les_enzymes_et_les produits chimiques utilises 
Les enzymes de restriction utilisees : BamHI, 

Hhal, Hindi, Haelll, Xbal, Mbol, Hinfl, Hpall, Xhol, sont 
celles fabriquees par BIOLABS - On a utilise 1 ' ADN-polyme- 
35 rase I de BOEHRINGER. La phosphatase alcaline bacterienne 
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et la polynucleotide-kinase ont ete fournies par 

P. L. BIOCHEMICALS . Les agents chimiques etaient les sui- 

vants : 

. Dimethyl sulfate (ALDRICH) , 
5 - Hydrazine (EASTMAN KODAK) , 

. Acrylamide et bis-acrylamide (2 fois cristal- 
lises - SERVA) , 

• Dideoxy nucleotide triphosphates et 
deoxynucleotide triphosphates (P. L. 
10 BIOCHEMICALS), 

. Piperidine (MERCK) redistillee sous vide. 

Le genome HBV entier (sous-type avw ) a ete clo- 
ne dans E. col i en mettant en jeu le site unique de res- 

15 triction EcoRI . du vecteur Xgt.WES. XB (14), L 1 ADN clone 
est denomme ci-apres M Eco HBV DNA 11 . 

Le bacteriophage recombinant a ete amplifie en 
boxte de Petri sur Agar et on a extrait 1 1 ADN recherche 
de faq:on en soi connue. Apres digestion de I 1 ADN par l f en- 

20 zyme de restriction EcoRI., on a purifie la sequence Eco 
HBV DNA par ultracentrifugation, dans un gradient de su- 
crose, selon la technique decrite dans les references bi- 
bliographiques (16, 17) • 

32 

- Preparation j3e_fragments^ P 

25 10 a 20 picomoles d'Eco HBV DNA ont ete comple- 

tement hydrolyses par les "dif f erentes enzymes de restric- 
tion , dans les conditions recommandees par le fabricant. 
Les fragments d 1 ADN ont ete dephosphoryles par la phos- 
phatase alcaline, celle-ci ayant ensuite ete inactivee 
30 par un traitement alcalin- L'ADN a alors ete precipite 
a l'ethanol, selon la technique decrite dans 1' article 
(18) . Apres redissolution dans un tampon a base de sper- 
midine, les ADN ont ete marques a le.urs extremites 5 1 
avec un ATP {X 32 P} (3 000 Ci/mM fabrique par NEW ENGLAND 
35 NUCLEAR) et avec de la polynucleotide-kinase (selon la 
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technique visee a l'article (19). 

Les fragments d'ADN de restriction ont ete sepa- 
res par electrophorese sur gel de polyacrylamide, puis 
elues. Les extremites marquees ont fait 1'objet de segre- 
5 gatiora par electrophorese sur gel de polyacrylamide de 
fa?on connue en soi, apres restriction avec une autre en- 
zyme ou par d^naturation des fragments d'ADN du genre en 
question. 

~ ?£-££2i25!:i2D_^2_i a _5£EH££H re des sequences 
10 de nucleotide_de_l 1 ADN 

La structure primaire des fragments d 1 ADN a dou- 

. ble brin ou simple brin a ete determinee essentiellement 

selon la technique decrite par MAXAM et GILBERT (19) * 

L'od a aussi eu recours a la methode des inhibiteurs ter- 

15 minaux de chaines d£crites par SANGER et al. (20) et adap- 
tee par MAAT et SMITH (21) , pour ce qui est des fragments 
a double brin marques a l f une de leurs extremites 5 1 . 

Les produits de reaction chimique et enzymati- 
que ont ete analyses par electrophorese dans des gels de 

20 sequence d'acrylamide a 8/16 ou 25 %, de 1 mm d'epaisseur. 
Les techniques et les resultats de 1 1 analyse 

Afin de determiner si le genome HBV est capa- 
ble de coder les polypeptides I et II, tous les fragments 
Haelll (sites de restriction Haelll du genome HBV repre- 

25 sentes sur la figure 1 par de petites fleches) ont ete 

marques a leurs extremites* 5". Des parties substantielles 
de leurs structures primaires ont ete determinees par la 
methode de MAXAM et GILBERT- Les sequences de nucleotides 
susceptibles de coder les sequences d 1 amino-acide proxi- 

30 males et terminales des polypeptides I et II ont ete lo- 
calisees dans les fragments Haelll E et Haelll F, preala- 
blement localises sur la carte de restriction du genome 
HBV (selon la technique decrite dans la reference (17) . 
Ce sont ces sequences de nucleotides qui ont ete conside- 

35 rees comme consistant en les extremites du "gene S M 
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occupant elles-memes les positions 73,6 et 95,1 vis-a- 
vis du site de restriction EcoRI (figure 1) pour les 
raisons deja indiquees. 

La sequence de nucleotides entre ces deux posi- 
5 tions a ete analysee en ayant recours aux techniques chi- 
miques connues, notamment par la methode de degradation 
chimique a 1' hydrazine dimethyl sulfate et la methode des 
terminaisons de chalnes. On a eu recours, parmi les reac- 
tions chimiques variees proposees par MAXAM et GILBERT a 

10 une depurination partielle par I'acide formique et au cli- 
vage par la piperidine, methodes qui donnent des bandes 
d'intensite egale sur les autoradiogrammes pour les frag- 
ments termines par une guanine et une adenine. On a ega- 
lement utilise les reactions a 1' hydrazine suivies d ! un 

15 clivage a la piperidine, pour obtenir des bandes d 1 egale 
intensite, pour les nucleotides cytosine et thymidine : 
le fractionnement electrophoretique des produits de ces 
deux reactions donne pour toutes les bases une tache dans 
l ! une ou 1* autre des colonnes de gel utilisees. Cette 

20 procedure facilite la lecture de 1 'autoradiogramme du gel. 
La reaction a 1' hydrazine en presence de chlorure de so- 
dium specifique pour la cytosine permet de distinguer ce 
nucleotide de la thymidine et la reaction au dimethyl 
sulfate suivie d'un clivage par la piperidine specifique 

25 de la guanine permet de distinguer ce dernier nucleoti- 
de de I 1 adenine, 

De fatpon a s' assurer du plus grand possible de- 
gre de precision, des sequences distinctes de nucleoti- 
. des formant differents fragments se chevauchant mutuelle- 

30 ment ont ete produites par hydrolyse d'Eco HBV DNA par 
diverses enzymes de restriction : 

BamHi, Hinfl, Hpall, Haelll et Hindi." 
De cette fagon 1 ! analyse de chacun des sites de 
restriction utilises comme points de depart de premiers 

35 fragments etudies a ete confirmee par 1' analyse des 
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fragments distincts dans lesquels les sites de restriction 
des premiers fragments se trouvaient compris entre les 
nouvelles extremites de ces fragments distincts. 

Le "gene S" represents aux figures 3A,3B,3C, qui com- 
mence par le codon d' initiation ATG, comprend 227 triplets, 
dont un codon d' arret TAA. Les 3 codons correspondant aux 
3 acides amines de l'extremite carboxy terminale du poly- 
peptide correspondant sont situes dans le meme cadre de 
lecture, immediatement avant le codon d' arret TAA. L'un 
des deux autres cadres de lecture (respectivement decales 
vis-a-vis du precedent de 1 et 2 nucleotides) est egale- 
ment depourvu de codon d' arret, mais code une proteine 
tout a fait differente des polypeptides I et II .sus- 
mentionnes. Le troisieme cadre de lecture comprend 10 co- 
dons d' arret (5 TAG, 4 TGA, 1 TAA). Sur 1» autre brin 
d'ADN, les trois cadres de lecture se trouvent respective- 
ment fermes par 11, 11, et 6 codons d' arret distribues 
le long de la sequence d'ADN. 

Comme on l'adeja indique plus haut, la traduc- 
tion complete de 1 1 information genetique debutant par le 
codon d 1 initiation ATG conduit a un polypeptide theori- 
que de 226 amino-acides correspondant a un poids molecu- 
laire de 25 422 daltons. 

II est interessant de souligner que la sequence 
nucleotidique correspondant au "gene S" devrait normale- 
ment etre lue entierement au cours de la traduction. 

Sont egalement parties de l l invention des chai- 
nes de nucleotides du type du "gene S" ci-dessus decrit, 
qui comporte depetites sequences supplementaires pouvant 
contenir jusqu'a une centaine de nucleotides ou qui au 
contraire peuvent en etre depourvues, sans que soit pour 
autant alteree 1 ' information genetique correspondante 
(22, 23) . 

Les differents fragments de 1 1 invention qui ont 
ete definis plus haut peuvent etre obtenus a partir de la 
sequence d'ADN dite Eco HBV DNA, en ayant recours aux 
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enzymes de restriction correspondantes et aux techniques 
de f ractionnement connues des fragments d'ADN, notamment 
sur gel de polyacrylamide et en mettant a profit leurs 
migrations sur des distances qui sont fonction de leurs 
5 poids moleculaires . Ainsi peut-on par exemple 'obtenir 
le fragment dont l'une des extremites est delimitee par 
un site EcoRI et 1' autre par un site Avalll en operant 
une restriction Eco HBV DNA par 1' enzyme Avalll, le frag- 
ment recherche consistant dans le plus petit fragment 

10 obtenu (un seul site Avalll dans Eco HBV DNA) . 

Le fragment delimite par des extremites opposees 
EcoRI et Hhal est obtenu par hydrolyse d'Eco HBV DNA par 
EcoRI d'abord, puis par hydrolyse partielle par l'enzyme 
de restriction Hhal. L'on recupere alors parmi les pro- 

15 duits de restriction celui qui contient le site Avalll, 
Ces techniques de restriction n'ont evidemment 
ete proposees qu'a titre d 1 exemple, etant bien entendu 
que le specialiste est a meme de determiner les ordres 
de traitement par les enzymes de restriction pour isoler, 

20 a partir notamment d'Eco HBV DNA, les fragments ayant les 
extremites de restriction utiles. 

A toutes fins utiles, on rappellera que ces 
operations de restriction peuvent.etre realisees au sein 
d ! un tampon Tris 10 mM ; pH 7,8 ; MgCl 2 6 mM ; 6-mercapto- 

25 ethanol 6 mM, le meme milieu contenant en outre et de pre- 
ference 50 mM de NaCl lorsque EccRI est utilise. 

Comme il a deja ete dit, 1 ' invention concerne 
1 1 utilisation des fragments d'ADN deer its a titre de son- 
de permettant le diagnostic de la presence dans un serum 

30 de particules de Dane ou particules derivees de la pre- 
cedente, porteuses d'un ADN susceptible de coder une pro- 
teine immunogene caracteristique de l'hepatite B. 

L 1 ADN selon 1' invention peut egalement etre in- 
corpore a un vecteur permettant, a condition que 1 1 incor- 

35 poration ait ete realisee en phase,' I'expression de cet 
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ADN dans une bacterie ou autre micro-organisme, ou dans 
des cellules eucaryotes. 

B - VECTEURS CONTENANT UNE SEQUENCE NUCLEOTIDIOUE DE 
L'ANTIGENE HBs 

5 Construction d'un bacteriophage recombinant Xlac HBs-1 

Les produits au niveau des differentes etapes 
de cette construction sont vises dans les figures la et lh« 
lis sont egalement vises par les numeros la a lh. 

On a indique dans la figure la les positions du 
10 11 gene S" et de certains sites d* enzyme de restriction. 

Apres traitement de DNA + HBV avec 1" enzyme de 
restriction Hhal, on separe un fragment d 1 ADN (lb) conte- 
nant 1 084 paires de bases, et plus particulierement la 
totalite du "gene S" , par electrophorese sur gel d' agarose 
15 et electro-elution (figure lb) . On prepare, a partir de 
ce sous-fragment, traite au prealable par 1 'endonuclease 
SI, un sous-fragment (1c) (figure lc) , resultant de l'al- 
longement du sous-fragment (lb) a ses extremites, par 
des elements d 1 ADN denommes "EcoRI linkers" de formule : 
20 5 f GGAATTCC 

CCTTAAGG 3* 

Le fragment obtenu est, apres formation des 
extremites cohesives EcoRI, clone dans le plasmide pBR322. 

Le plasmide obtenu denomme ci-apres pBRHBs (fi- 
25 gure Id), ne contient qu'un seul site de restriction Xbal 
situe a proximite de la tete du '§ene S". 

Par digestion du plasmide recombinant pBRHBs 
avec un melange d 1 enzymes EcoRI et Xbal on produit un 
* fragment d 1 ADN comprenant approximativement 980 paires 
30 de bases et comportant la majeure partie du "gene S" 

(figure le) ♦ Ce fragment est separe et purifie par elec- 
trophorese sur un gel d' agarose. Le fragment obtenu est 
a nouveau traite avec 1' endonuclease SI, puis a nouveau 
pourvu d 1 extremites EcoRI au moyen des susdits "EcoRI 
35 linkers", puis soumis a un traitement avec 1 1 endonuclease 
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EcoRI pour reformer les extremites cohesives correspon- 
dantes. Le fragment de la figure le. qui comprend environ 
980 paires de bases est alors insere par fusion in vitro 
dans le site EcoRI du plasmide pBR322, pour former le 
5 plasmide pXbaHBs (figure If) . Ce plasmide est- clone de 
fagon usuelle comme le plasmide pBR322. 

Plusieurs clones ont ete obtenus. 
On extrait et purifie, apres traitement avec 
EcoRI des ADN de trois de ces clSnes, pXbaHBs-1, pXbaHBs-2 

10 pXbaHBs-3 (figure Ig) , les fragments appeles ci-apres 
"fragments HBs " (figure lh) . 

Les sequences nucleotidiques des extremites des 
susdits fragments (normalement obtenues a l'interieur du 
"gene S") sont determinees en ayant recours a la procedure 

15 decrite par MAXAM et GILBERT (Proc. Nat. Acad. Sci. USA 
74, 560-564 (1977). Ces determinations ont revele que les 
sequences des nucleotides des extremites terminales, cor- 
respondent au "gene S" . n' etaient pas identiques dans les 
trois clones (figure Ig) , les differences sont vraisem- 

20 blablement dues a des heterogeneites produites au cours 
de la digestion par 1 1 endonuclease SI. 

Les deux fragments provenant.de pXbaHBs-1 et 
pXbaBHs-2 sont inseres par fusion in vitro dans le genome 
du bacteriophage Aplac 5-1. (21), lequel n'a qu'un seul 

25 site EcoRI situe a proximite de I'extremite du ghne lac Z. 
Du fait du cadre de lecture du gene lac tel qu'il peut 
etre deduit de la sequence d 'amino-acides de la 3- 
galactosidase (23), on constate -et l'experience le con- 
* firmera- que 1' insertion du fragment HBs de pXbaHBs-1 

30 dans le site EcoRI du gene lac Z de Xplac 5-1 doit condui- 
re a la conservation de la phase de lecture adequate du 
"gene S" . Au contraire, 1» insertion du fragment HBs de 
pXbaHBs-2 devait se reveler ne pas pouvoir etre inseree 
dans le precedent vecteur avec conservation du cadre de 

35 lecture approprie. II a neanmoins ete utilise comme 
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ternoin dans des experiences poster ieures • 

Ces operations ont ete realisees en ayant re- 
cours a des techniques connues. En particulier les "frag- 
ments HBs" de pXbaHBs-1, pXbaHBs-2 ont ete inseres au moyen 
5 d'une ligase dans I'ADN de Xplac 5-1 qui avaient au prea- 
lable ete clives par EcoRI. Les melanges des fragments de 
ADN obtenus ont ete ensuite utilises pour transfecter la 
souche C600RecBC rk~mk~ de E. coli » Les clones de bacte- 
riophage devenus lac" du fait de 1' insertion des fragments 
10 HBs dans les sites EcoRI du gene lacZ sont amplifies et 
purifies selon la methode decrite en (21) . 

Les ADN des differents bacteriophages ont ete 
extraits et les orientations des fragments d 1 ADN inseres 
determinees par analyse electrophoretique de leurs frag- 
15 ments de restriction BamHI. L'on peut ainsi determiner que 
deux r^ages appeles XlacHBs-1 et XlacHBs-2 corres- 
pondent au plasmide pXbaHBs-1 et pXbaHBs-2 contenaient un 
fragment HBs correctement oriente. 

La figure 2a est une carte schematique du vec- 
20 teur Xplac 5-1 avant sa modification par le fragment HBs-1, 
issu du pXbaHBs-1. 

La figure 2c est une carte schematique d'une 
partie de ce meme vecteur montrant la modification intro- 
duite dans son gene Z par insertion dans son site EcoRI du 
25 susdit fragment HBs-1. 

La figure 2c schematise les structures du po- 
lypeptide hybride obtenu comme r^sultat de 1' expression du 
vecteur modifie de la figure 2b. 

L' expression a ete obtenu par transfection d'une 
30 souche de bacterie de E- coli , notamment d'une souche 
HfrAlacX74. 

Des souches de E. coli , notamment une souche de 
E. coli HfrAlacX74 ont ete transformees par plac 5-1, 
XlacHBs-1 et XlacHBs-2 respectivement . Apres culture les 
35 cellules sont lysees et les lysats obtehus analyses par 
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electrophorese sur gel de polyacrylamide SDS (24) et les 
proteines sont detectees par coloration au bleu de coomas- 
sie. On constate la presence d'une bande plus intense parmi 
les produits d 1 expression de Xplac 5-1 au niveau de la po- 
5 sition correspondante, pour un temoin, a celle de la 3- 
galactosidase (poids moleculaire de 116 248) et d'une ban- 
de distincte parmi les produits d 1 expression de XlacHBs-1 
(non present parmi les produits d' expression de XlacHBs-2) 
correspondant a une nouvelle proteine ayant un poids mole- 

10 culaire de I'ordre de 135 000-141 000. 

Les proteines synthetisees par les bacteries 
transfectees tant par XlacHBs-1 que par Xplac 5-1 sont 
marquees par la- (: S) methionine. La mise en presence de ces 
proteines avec un serum anti-HBsAg et la realisation d'un 

15 autoradiogramme du gel de polyacrylamide SDS revelent la 
presence parmi les produits d' expression du seul XlacHBs-1 
d'une bande a laquelle ne correspond pas de bande equiva- 
lente parmi les produits d' expression des autres vecteurs. 
Cette bande disparalt de fa?on specif ique lorsque l'immuno- 

20 precipitation est realisee en presence de HBsAg non marque. 
On observe encore la meme bande parmi les produits d 1 ex- 
pression XlacHBs-1, lorsque 1 1 immunoprecipitation est rea- 
lisee avec un antiserum a l'egard de la 6-galactosidase . 

La structure presumee de la partie de proteine 
25 hybride obtenue, au niveau de la fusion entre le gene lacZ 
et le fragment HBs-1 resulte de la figure 2c "qui fait appa- 
raitre le fragment "B-gal" , correspondant a la S-galactosi- 
dase (1 005 acides amines), le fragment HBsAg (192 acides 
amines) , ces fragments etant separes par un acide amine 
30 prolyne, correspondant a une partie de "EcoRI linker" con- 
tenu dans le vecteur XlacHBs-1- 

C - PROCEDE DE FABRICATION D'UNE MOLECULE IMMUNOGENE METTANT 
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m 

EN OEUVRE L£ VECTEUR SELON L 1 INVENTION 

L' invention peut par consequent permettre la 
production d'une proteine de masse moleculaire plus faible 
que les polypeptides I ou II susvises, douee des memes 
5 proprietes immunogenes . 

Les resultats demontrent que E. coli , ou tout 
autre micro-organisme approprie, tel qu'une bacterie ou 
une culture de cellule eucaryote, peut etre infecte par 
le AlacHBs-1 et synthetiser une proteine ayant un poids 
10 moleculaire de I'ordre de 138 000 et possedant les deter- 
minants antigeniques a la fois de HBsAg et de la B-galac- 
tosidase. Cette molecule est representative des polypep- 
tides hybrides qui peuvent etre obtenus par le procede 
selon l 1 invention, dans lequel HBsAg est relie a une pro- 
15 teine support (resultant de la substitution partielle ou 
totale du fragment 3-galactosidase) , ces hybrides posse- 
dant neanmoins les proprietes antigeniques de HBsAg. Ces 
nouvelles molecules sont utiles pour la production de vac- 
cins actifs contre 1 1 hepatite -virale B. 
20 Comme il va de soi, et comme il resulte d'ail- 

leurs deja de ce qui precede, 1' invention ne se limite 
nullement a ceux de ses' modes d 1 application et de realisa- 
tion qui ont ete plus specialement envisages ; elle en em- 
brasse, au contraire, toutes les variantes. 
25 En annexe de cette description figure la biblio- 

graphie, et en particulier -les references qui ont 6te ci- 
tees dans le cadre de la presente description. 
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R EVEND I C ATI 0 N S 

1. Acide nucleique caracterise en ce qu'il com- 
porte au plus de l'ordre de 1 000-1 100 nucleotides et 
qu'il est apte a coder une sequence peptidique immunogene , 

5 elle-meme apte a induire in vivo la production *d 'ant icorps 
actifs a I'egard du virus de 1' hepatite B. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comporte une sequence nucleo.tidi- 
que capable de coder la sequence peptidique representee dans 

10 les figures 3A,3B,3C ou une sequence peptidique analogue douee 
de proprietes immunogenes dquivalentes . 

3. Acide nucleique selon la revendication 2, 
caracterise en ce qu'il comporte une sequence nucleotidi- 
que representee aux figures 4A, 4B, capable de coder la sequen- 

15 ce peptidique representee dans la figure 5 ou une sequence 
peptidique analogue dou£e de proprietes immunogenes equi- 
valentes . 

4. Acide nucleique seloh les xevendications 1 

a 3/ caracterise en ce qu'il comporte une sequence nucleo- 
20 tidique capable de coder la sequence peptidique represen- 
tee a la figure 6 ou une sequence peptidique analogue douee 
de proprietes immunogenes" equivalentes representee a la 
figure 6. 

5. Acide nucleique selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il contient 

une sequence capable de coder la sequence peptidique : 
Alanine (N-terminale) - Glutamine - Glycine - Threonine - 
Serine (C-terminale) • 

6. Acide nucleique selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il contient 

une sequence capable de coder la sequence peptidique : 
Threonine (N-terminale) - Alanine - Glutamine - Glycine - 
Threonine - Serine (C-terminale) . 

7. Acide nucleique selon l'une quelconque des 
35 revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il contient 
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une sequence capable de coder la sequence peptidique : 
Threonine (N-terminale) - Threonine - Alanine - Glutamine - 
Glycine - Threonine - Serine (C-terminale) . 

8. Acide nucleique selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comporte au 

moins l'un des deux brins mutuellement complementaires d'une 
sequence d'ADN telle que representee dans les figures 4A,4B ou un 
brin susceptible de s'hybrider avec le precedent. 

9. Acide nucleique selon la revendication 8, 
10 caracterise en ce qu'il comporte au moins l'un des deux 

brins mutuellement complementaires d 'une sequence d'ADN 
telle que representee dans les figures 3A,3B,3C ou un brin suscep- 
tible de s'hybrider avec le precedent. 

10. Acide nucleique selon l'une quelconque des 
15 revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il est a double 

brin et en ce qu'il est delimite a l'un de ses bouts par 
une extremite Hindi, Hhal, Aval, ou EcoRI, et a son autre 
bout par une extremite Avalll, Hindi, ou Hhal. 

11. Acide nucleique selon la revendication 5, 
20 caracterise en ce qu'il contient la sequence 5' GCT CAA 

GGA ACC TCT 3' ou la sequence complementaire de la prece- 
dente, ou encore une sequence dans laquelle l'un au moins 
des susdits triplets est remplace par un autre triplet, 
cependant capable de coder le meme amino-acide. 

25 12. Acide nucleique selon la revendication 6, 

caracterise en ce qu'il contient la sequence 5' ACT GCT 
CAA GGA ACC TCT 3 ' , ou la sequence complementaire de la 
precedente, ou encore une sequence dans laquelle l'un au 
moins des susdits triplets est remplace par un autre tri- 

30 plet, cependant capable de coder le meme amino-acide. 

13. Acide nucleique selon la revendication 7, 
caracterise en ce qu'il contient la sequence 5' ACT ACT 
GCT CAA GGA ACC TCT 3 1 , ou la sequence complementaire de 
la precedente, ou encore une sequence dans laquelle l'un 

35 au moins des susdits triplets est remplace par un autre 
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triplet, cependant capable de coder le meme amino-acide. 

14. Application de 1 1 ADN selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, a la constitution d'un vecteur 
susceptible d'etre exprime dans un micro-organisme ou dans 

5 une cellule eucaryote en vue de la production d'une protei- 
ne comportant une sequence peptidique codee par ledit aci- 
de nucleique. 

15. Peptide, caracterise en ce qu'il comporte 
une sequence peptidique codee par l'acide nucleique selon 

10 l'une quelconque des revendications 1 a 13. 

16. Peptide selon la revendication 15, caracte- 
rise par la sequence suivante : Alanine - Glutamine - 
Glycine - Threonine - Serine, dans laquelle I'extremite 
alanine est N-teirminale, et I'extremite serine est C- 

15 terminale. 

17. Peptide selon la revendication 15, caracte- 
rise par la sequence suivante : Threonine - Alanine - 
Glutamine - Glycine - Threonine - Serine, dans laquelle 
I'extremite threonine est N-terminale et I'extremite seri- 

20 ne est C-terminale. 

18. Peptide selon la revendication 15, caracte- 
rise par la sequence suivante : Threonine - Threonine - 
Alanine - Glutamine - Glycine - Threonine - Serine, dans 
laquelle I'extremite threonine est N-terminale et I'extre- 

25 mite serine est C-terminale. 

19. Composition 'pharmaceutique, notamment de 
vaccin ou de reactif de diagnostic de I'hepatite B, conte- 
nant en association avec un vehicule pharmaceutiquement 

. acceptable le polypeptide selon l'une quelconque des reven- 
30. dications 16, 17 et 18, soit seul, soit au prealable fixe 
sur une molecule porteuse, notamment de type polypeptide 
ou proteine. 

20. Vecteur, notamment du type phage ou plasmi- 
de selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, con- 

35 tenant au moins une partie de I'operon lactose, plus 
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particulierement le promoteur et le gene Z de cet bperon, 
ce vecteur etant caracterise en ce qu'il est modifie pour 
I 1 insertion, en phase, dans un site approprie du gene Z, 
tel que le site EcoRI, de I'un quelconque des fragments 
5 d'ADN du brevet principal notamment ceux cohtenant la plus 
grande partie du gene S. 

21 • Vecteur selon la revendication 20, caracte- 
rise en ce qu'au moins une partie du fragment d'ADN codant 
pour la plus grande partie de la B-galactosidase est rem- 

10 placee par un fragment d'ADN apte a coder pour toute autre 
molecule porteuse non immunogene, ou dont les eventuelles 
proprietes immunologiques, si celles-ci existent, n' inter- 
f erent pas avec celles de la partie peptidique. presentant 
les proprietes immunologiques de HBsAg. 

15 22 • Vecteur selon la revendication 21, caracte- 

rise en ce que le susdit fragment d'ADN de remplacement 
s'etend dans la direction de la lecture a partir du site 
Hhal anterieurement contenu dans le fragment d'ADN codant 
pour la plus grande partie de'la B-galactosidase . 

20 23. Vecteur selon I 1 une quelconque des reven- 

dications 20 a 22, caracterise en ce que le vecteur est 
derive du plasmide pBR322. 

24.. Vecteur selon I'une quelconque des revendi- 
cations 20 a 23, caracterise en ce que le fragment insere 

25 susdit est delimite par des extremites EcoRI et qu'il 
contient un fragment origiriaire d'ADN provenant du virus 
de l f hepatite B, qui, dans celui-ci correspond au fragment 
delimite par des sites Hhal et XBal et contenant lui-meme 
. la majeure partie du gene S. 

30 25. Vecteur selon l'une quelconque des revendi- 

cations 20 a 24, caracterise en ce qu ! il comprend une se- 
quence nucleotidique d 1 environ 1 200 nucleotides provenant 
d'un virus de 1' hepatite B et en ce qu'il se multiplie 
dans un micro-organisme ou dans une cellule eucaryote. 

35 26. La proteine hybride susceptible d'etre 
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codee par le fragment d 1 ADN insere dans le susdit vecteur." 

27. Proteine hybride selon la revendication 26, 
contenant une sequence polypeptidique presentant les pro- 
prietes immunologiques .specif iques de HBs Ag , jouxtant une 

5 sequence polypeptidique constitute par la majeure partie 
de la 8-galactosidase. . 

28. Proteine hybride selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que tout ou partie de la partie B-galac- 
tosidase est remplacee par toute autre molecule porteuse 

10 non immunogene , ou dont les eventuelles proprietes immuno- 
logiques, si celles-ci existent, n • interf erent pas avec 
celles de la partie peptidique presentant les proprietes 
immunologiques de HBs Ag . 



15 principe actif la proteine hybride selon I 1 une quelconque 
des revendications 26 a 28. 



29. Composition de vaccin contenant a titre de 
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Fiq.2A. 

y HincH(219D 
Aval(2116) Hhal(1952) 



1930 
TCXjGCAGAGG 
/^GCCGTCTCC 

1990 
CAGTGGGGGT 

GTCACCCCCA 

2050 
MAGGTTCAG 
TTTCCAAGTC 

• 2110 
GCTTAGATTG 
CGAATCTAAC 

2170 
GGGCAGCAAA 
Cf-CGTCGTTT 

2230 
TAATAGGAAG 
ATTATCCTTC 

2290 
ACCCATAACA 

TGGGTATTGT 

2350 
TGTTAGGGltr 

acaatcccaK 
24iih 

ACTCAAGATG 
TGAGTTCTAC 

2470 
AACAGTGQGG 
TTGTCACCCC 



1940 
AGCCGAAAAG 
TCGGCTTTTC 

2000 
TGCGTCAGCA 
ACGCAGTCGT 

2060 
GTATTGTTFA 
WTAACAAAT 

^\,2120 
AATACATGCA 
TTATGT^CGT 



ACCCAAAAGA 
TGGGTTTTCT 

2240 
TTTTCTAAAA 
AAAA6ATTTT 

2300 
TCCAATGACA 
AGGTTACTGT 

2360 
TAAATGTATA 
AT77ACATAT 

2420 
CTGTACAGAC 
GACATGTCTG 

2480 
GAAAGCCCTA 
CTTTCGGGAT 



1950 
GTTCCACGCA 
CAAGGTGCGT 

2010 
AACACTTGGC 
TTGTGAACCG 

2070 
CACAGAAAGG 
GTGTCTTTCC 

2130 
TACAAAGGCA 
ATGTTTCCGT 

2190 
CCCACAATFC 
GGGTGTTAAG 

2250 
CATTCTTTGA 
GIAAGAAACT 

2310 
TAACCCATAA 
AITGGGTATT 

2370 
CCCAAAGACA 
GGGTTTCTGT 

2430 
TTGGCCCCCA 
AACCGGGGGT 

2490 
CGAACCACTG 
CGTTGGTGAC 



1960 
TGjCGCTGATG 
AQjCGACTAC 

2020 
ACAGACCTGG 
TGTCTGGACC 

20B0 
CCTTGTAAGT 
GGAACATTCA 

2140 
TCAACGCAGG 
AGTTGCGTCC 



2200 
GpTGACATAC 
CpACTGTATG 

2260 
TmTTGTAT 
AAAAAACATA 

' 2320 
AATTTAGAGA 
TTAAATCTCT 

2380 
AAAGAAAATT 
TTTCTTTTAA 

2'!40 
ATACCACATC 
TATGGTGTAG 

2500 
AACAAATGGC 
TTGTTTACCG 



1970 
GCCCATGACC 
CGGGTACTGG 

2G30 
CCGTTGCCGG 
GGCMCGGCC 

2090 
TGGCGAGAAA 
ACCGCTCTTT 

23.50 
ATAACCACAT 
TATTGGTGTA 

2210 
TTTCCAATCA 
AAAGGTTAGT 

2270 
GATGTGTTCT 
CTACACAAGA 

2330 
GTAACCCCAT 
CATTGGGGTA 

2390 
GGTAACAGCG 
■CCATTGTCGC 

2450 
ATCCATATAA 
TAGGTATATT 

2510 
ACTAGTAAAC 
TGATCATTTG 



1980 
AAGCCCCAGC 
TTCGGGGTCG 

2040 
GCAACGGGGT 
CG7TGCCCCA 

2100 
GTGAAAGCCT 
CACTTTCGGA 

2160 
TGTGTAAAAG 
ACACATTTTC 

2220 
ATAGGCCTGT 
TATCCGGACA 

2280 
TGTGGCAAGG 
ACACCGTTCC 

2340 
CTCTTTGTTT 

GAGAAACAAA 

2400 
GTAAAAAGGG 
CATTTTTCCC 

2460' 
CTGAAAGCCA 
GACTTTCGGT 

2520 
TGAGCCAGGA 
ACTCGGTCCT 
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2530 
GAAACGGGCT 
OTTGCCCGA 

2590 
MTACA6GT6 
TTAT6TCCAC 

2650 
TCCTT6A6CA 
AGGAACTCGT 

2710 
AATTAGAGGA 
TTAATCTCCT 

2770 
GCATAGCAGC 
CGTATC6TCG 

•2830 
AGGACAAGTT 
TCCTGTTCAA 

2890 
6CCAAGACAC 
C6GTTCTGTG 

2950 
CTGCGGTATT 
GACGCCATAA 

3010 
JCCTAGGAAT 
AGGATCCTTA 

3070 
GATTGACGAT 
CTAACTGCTA 



75m 

GAGGCCCACT 
CTCCGGGTGA 

2600 
CAATTTCCGT 
GTTAAAG6CA 

2560 
GTAGTCATGC 
CATCAGTACG 

2720 
CAAACGGGCA 
GTTTGCCCGT 
. 2780 
AGGATGAAfiA 
TCCTACTTCT 

2840 
GGAGGACAAG 
CCTCCT6TTC 

2900 
ACG6TAGTTC 
TGCCATCAAG 

2960 
GTGAGGATTC 
CACTCCTAAG 

3020 
CCTGATGTGA 
GGACTACACT 

3080 
AAGGGAGAGG 
TTCCCTCTCC 



2550 
CCCATAGGAA 
GGGTATCCTT 

2610 
CCGAAGGTTT 
GGCTTCCAAA 

2670 
AGGTCCGGCA 
TCCAGGCCGT 

2730 
ACATACCTTG 
TGTATGGAAC 

2790 
GGAAGATGAT 
CCTTCTACTA 

2850 
AGGTTGGTGA 
TCCAACCACT 

2910 
CCCCTAGAAA 
GGGGATCTTT 

2970 
TTGfrCAACAA 
AACAGTTGTT 
/ 3030 
TGTTCTCCAT 
ACAAGAGGTA 

3090 
CAGTAGTCAG 
GTCATCAGTC 



Hincl(2963) 



2560 
TTTTCCGAAA 
AAAAGGCTTT 

2620 
GGTACAGCAA 
CCATGTCGTT 

2680 
TGGTCCCGTG 
ACCAGGGCAC 

2740 
ATAGTCCAGA 
TATCAGGTCT 

2800 
AAAACGCCGC 
TTTTGCGGCG 

2860 
GTGATTGGAG 
CACTAACCTC 

2920 
ATTGAGAGAA 
TAACTCTCTT 

2980 
GAAAAACCCC 
CmTTGGGG 

3040 
GHCAGtGCA 
CAAGTGCGT 



3100 
AACAGGGTTT 
TTGTCCCAAA 



2570 
GCCCAGGATG 
CGGGTCCTAC 

2630 
CAGGAGGGAT 
GTCCTCCCTA 

2690 
CTGGTTGTTG 
GACCAACAAC 
■ 2750 
AGAACCAACA 
TCTTG6TT6T 

2810 
AGACACATCC 
TCTGTGTAGG 

2870 
GTTGGGGACT 
CAACCCCTGA 

2S0 
GTCCACCACG 
CAGGTGGTGC 

2990 
GCCTGTAACA 
CGGACATTGT 

3050 
GGGTCCCCAA 
CCCAGGGGTT 

3110 
ACTGTTCCTG 
TGACAAGGAC 



2580 
ATGGGATGGG 
TACCCTACCC 

2640 
ACATAGAGGT 
TGTATCTCCA 

2700 
AGGATCCTGG 
TCCTAGGACC 

2760 
AGAAGATGAfi 

TOTcrACTc 

2820 
AGCGATAACC 
TCGCTATTGG 

2880 
GCGAATTTTG 
CGCTTAAAAC 

2940 
AGTCTAGACT 
TCAGATCTGA 

3000 
CGA6AAGGGG 
GCTCTTCCCC 

3060 
TCCjfCGAGAA 

agAgctcit 

X 3120 
AACTGGAGCC 
TTGACCTCGG 



P 



, Hha 1(3036) 

Aval(3053) 
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Fig.2C 



3130 3M0 . 3150 3160 3170 3180 
ACCAGCA66G AAATACAGGC CFCTCACTCT GGGATCTTCC AGAGTTT6GT GGAAGGTTGT 
TGGTCGTCCC TTTAT6TCCG GAGAGT6AGA CCCTAGAACG TCTCAAACCA CCTTCCAACA 



ffi L 3' 

CC S 5' 



EcoRK 1/3182) 



FEU2LLS DE RE^PLACELIEMT 



OMPI_ ^ 



VI/13 



EcoRI xplacS-l 
A J ^ jj cZ att d S F '9-2a. 

t id c \ i 7 xlacHBs-1 
HBsfrgt lacZ Fig 2fe 

EcoRI EcoRI 




WU B1/UU577 ^LT/f KBU/UUlSb 

■ VII/13 

£ Fig.3A. 

— c " 3 30 



TAP 
IAI 




1 lb 


TAC 




APT 

Abl 


rrr 




CAT 

bAI 


PPT 

LLI 


AT6 


GAG 


AAC 


ATC 


ACA 


TCA 


GGA 


TTC 


CTA 


GGA 


MET 


GUI 


ASN 


ILE 


T^R 


SER 


GLY 


PHE 


LEU 


GLY 

fT\ 


rrr 

GCG 


PA A 

GAA 


PAP 

GAG 


PAP 

CAC 


AAT 

AAT 


PTP 

GTC 


rrr 

CGC 


rrr 

CCC 


AAA 

AAA 


AAP 

AAG 


rrr 
LLL 


PTT 
LI 1 


PTP 

LIL 


PTP 

bib 


TTA 
1 IA 


PAP 

LAG 


rrr 
GLb 


rrr 
GGG 


TTT 
1 1 1 


TTP 

TIC 


nnn 


1 CM 

LhU 


LhU 


V/AI 

VAL 


I pi 

LhU 


PI M 

bLN 


Al A 

ALA 


PI V 

GLY 


DLHT 

PHE 


ni f~ 

PHE 


aap 

AAC 


AAP 

AAC 


TPT 

TGT 


TPT 

TCI 


TAP 

TAG 


PAP 

GAG 


TPT 

TGT 


TAT 

TAT 


ppp 
GGC 


PTP 

GTC 


TTP 


TTP 

TIG 


APA 

ACA 


APA 

AGA 


ATP 

ATC 


PTP 

CIC 


APA 

ACA 


ATA 

ATA 


rrr 

CCG 


PAP 

CAG 


LhU 


i ni 
LhU 


Ti in 
IHK 


ADP 

ARG 


ILL 


LEU 


ti in 
TriK 


ILE 


nnn 

PHD 


P! M 

GLN • 




















320 


TP A 

ILA 


PAT 

GAI 


PTP 

Lib 


APP 

AGC 


APP 

ALL . 


APP 

ALL 


TP A 

IGA 


APA 

AGA 


PAP 

GAG 


TTA 

TTA 


APT 

A5T 


pta 

CIA 


CAP 

GAC 


TPP 

TCG 


TPP 

TGG 


TPP 

TGG 


APT 

ACT 


TPT 

TCT 


PTP 

CTC 


A AT 

AAT 


ocn 

SER 


LEU 


aoh 

•ASP 


SER 


Tnn 

TRP 


Tnn 

TRP 


ti in 

THR 


SER 


1 PI I 

UEU 


APM 

ASN 




















150 


AAA 

AAA 


PAT 

GAT 


PPP 

CCC 


PPT 

CCT 


TP A 

TGA 


TPP 

TGG 


PAP 

CAC 


APA 

ACA 


P A A 

GAA 


PPP 

CCG 


TTT 


CTA 


ppp 

GGG 


^p « 

GGA 


ACT 


ACC 


GTG 


TGT 


CTT 


GGC 


PHE 


LEU 


GLY 


GLY 


*n in 

THR 


ti in 

THR 


t /A I 

VAL 


PWO 

CYS 


LRU 


pi \/ 

GLY 




















ion 
loU 


PTT 

GTT 


TTA 

TTA 


A6C 


PTP 

GTC 


APP 

AGG 


PPT 

GGT 


TPP 

TGG 


A 

AGG 


TTA 

TTA 


PTP 

GTG 


CAA 


AAT 


TCG 


CAG 


TCC 


CCA 


ACC 


TCC 


AAT 


CAC 


GLN 


ASN 


SER 


GLN 


SER 


PRO 


THR 


SER 


ASN 


HIS 




















oi n 


APT 

AST 


PPT 

GGT 


TPP 

T6G 


APA 

A6A 


APA 

ACA 


PPA 

GGA 


PPT 

GGT 


TP A 

TGA 


APA 

ACA 


PPA 

GGA 


TCA 


CCA 


ACC 


TCT 


TGT 


CCT 


CCA 


ACT 


TGT 


CCT 


SER 


PRO 


TO 


SER 


CYS- 


PRO 


PRO 


THR 


CYS 


PRO 




















240 


CCA 


ATA 


GCG 


ACC 


TAC 


ACA 


GAC 


GCC 


GCA 


AAA 


GGT 


TAT 


CGC 


TGG 


ATG 


TGT 


CTG 


CCG 


CGT 


TTT 


GLY 


TYR 


ARG 


TRP 


MET 


CYS 


UEU 


ARG 


ARG. 


PHE 



FEUILLE DE REK1PLACEMSNT 




Fon viii/13 
iq.OD. 

3 • ?70 



TAG 


TAG 


AAG 


GAG 


AAG 


TAG 


GAC 


GAC 


GAT 


ACG 


ATC 

rw w 


ATC 


TTC 

i 1 w 


CTC 

w 1 w 


TTC 

1 1 w 


ATC 

t 4 1 W 


CTG 

vlw 


CTG 


CTA 


TGC 


TIP 

ILL 


ILE 

1 1— L. 


PHE 


LEU 


PHE 


ILE 


LEU 


LEU 


LEU 


CYS 




















300- 


GAG 

urw 


TAG 


AAG 


AAC 


AAC 


CAA 


GAA 


GAC 


CTG 


ATA 


nr 

w 1 w 


ATr 

r\ I w 


1 !w 


TTG 


TTG 


GTT 

W 1 1 


CTT 

w 1 1 


CTG 

W 1 VJ 


GAC 

Wf JW 


TAT 


LEU 


ILE 


PHE 


LEU 


LEU 


VAL 


LEU 


LEU 


ASP 


TYR 




















330 


GTT 

W 1 I' 


CCA 


TAC 


AAC 


GGG 


CAA 


ACA 


GGA 


GAT 


TAA 


CAA 


GGT 


ATG 


TTG 


CCC 


GTT 


TGT 


CCT 


CTA 


ATT 


GLN 


GLY 


MET 


LEU 


PRO 


VAL 


CYS 


PRO 


LEU 


ILE" 




SiteBamHI 










360 


GGT 


CCT 


AGG 

nuu 


AGT 


TGT 


TGG 


TCG' 


TGC 


CCT 


GGT 


CCA 

wwii 


fifiA 


Trr 


TCA 


ACA 


ACC 


AGC 


ACG 


GGA 


CCA 


PRO 


GLY 


SER 


SER 


THR 


THR 


SER 


THR 


GLY 


PRO 




















390 

'W 


ACG 


GK 


TGS 


ACG 


TAC 


TGA 


TGA 


CGA 


GTT 


CCT 


TGC 

1 VJ w 


CGG 


ACC 


TGC- 


ATG 


ACT 


ACT 


GCT 


CAA 


GGA 


CYS 


ARG 


THR 


CYS 


MET 


THR 


THR 


ALA 


GLN 


6LY 




















420 


TGG 


AGA 


TAC 


ATA 


GGG 


AGG 


ACA 


ACG 


ACA 


TGG 


Arr 


TCT 


ATG 


TAT 


CCC 


TCC 

1 WW 


TGT 


TGC 

1 WW 


TGT 


ACC 

It WW 


THR 

lnr\ 


SER 


MET 


TYR 


PRO 


SER 

wLJ\ 


CYS 

w 1 w 


CYS 

w 1 w 


CYS 


THR 




















450 


TTT 

i i i 


GGA 


AGC 


CTG 


CCT 


TTA 


ACG 


TGG 


ACA 


TAA 


AAA 


CCT 


TCG 


GAC 


GGA 


AAT 


TGC 


ACC 


TGT 


ATT 


LYS 


PRO 


SER 


ASP 


GLY 


ASN 


CYS 


THR 


CYS 


ILE 




















480 


GGG 


TAG 


GGT 


AGT 


AGG 


ACC 


CGA 


AAG 


CCT 


TTT 


CCC 


ATC 


CCA 


TCA 


TCC 


TGG 


GCT 


TTC 


GGA 


AAA 


PRO 


ILE 


PRO 


SER 


SER 


TRP 


ALA 


PHE 


GLY 


LYS 



FEUILLE DE REft*PLACS»i2NT 



WO B1/UU577 FUiy*KbU/0UI33 



IX/13 



Fig.3C 



510 



AAG 


GAT 


ACC 


CTC 


ACC 


CGG 


AGT 


CGG 


GCA 


AAG 


TTC 


CTA 


TGG 


GAG 


TGG 


GCC 


TCA 


GCC 


CGT 


TTC - 










Sit 


;eHael 






PHE 


LEU 


TRP 


GLU 


TRP 


ALA 


SER 


ALA 


ARG 


PHE 




















540 


ASG 


ACC 


GAG 


TCA 


AAT 


GAT 


CAC 


GGT 


AAA 


CAA 


TCC 


TGG 


CTC 


AGT 


TTA 


CTA 


GTG 


CCA 


TTT 


GTT 


SER 


TRP 


LEU 


SER 


LEU 


LEU 


VAL 


PRO 


PHE 


VAL 




















570 


GTC 


ACC 


AAG 


CAT 


CCC 


GAA 


AGG 


GGG 


TGA 


CAA 


CAG 


TGG 


TTC 


CTA 


GGG 


err 


TCC 


CCC 


ACT 


GTT 


GLN 


TRP 


PHE 


VAL 


GLY 


LEU 


SER 


PRO 


THR 


VAL 




















600 


ACC 


GAA 


AGT 


CAA 


TAT 


ACC 


TAC 


TAC 


ACC 


ATA 


TGG 


err 


TCA 


GTT 


ATA 


lub 


Ala 


ATG 

Ala 


TGG 


TAT 


TRP 


LEU 


SER 


VAL 


ILE 


TRP 


f€T 


MET 


TRP 


TYR 




















630 


Arc 


CCC 


GGT 


TCA 


GAC 


ATG 


TCG 


TAG 


AAC 


TCA 


TGG 


GGG 


CCA 


AGT 


CTC. 


TAC 


AGC 


ATC 


TTG 


AGT 


TRP 


GLY 


PRO 


SER 


IflJ 


TYR 


SER 


ILE 


LEU 


SER 




















690 


GGG 


AAA 


AAT 


GGC 


GAC 


AAT 


GGT 


TAA 


AAG 


AAA 


CCC 


TTT 


TTA 


CCG 


CTG 


TTA 


CCA 


ATT 


TTC 


TTT 


PRO 


PHE 


LEU 


PRO 


LEU 


LEU 


PRO 


ILE 


PHE 


PHE 


ACA 


GAA 


ACC 


CAT 


ATG 


TAA 


ATT 


5' 






TGT 


err 


TGG 


GTA 


TAC 


ATT 


TAA 


3' 






CYS 


LEU 


TRP 


VAL 


TYR 


ILE 


STOP 







OM?I 
WIPO 



X/13 



Fiq,4A. 

2191 2200 MO 2220 
5' JTGACATAC ' TTTCCAATCA ATAG6CCT6T 
3': AACTGTATG' AAA6GTTA6T TATCC66ACA 
2230 2240 2250 ' 2260 2270 2280 
TAATAGGAAG TTTTCTAAAA CATTC1TTGA TTTTTTGTAT- GATGTGTTCT TGTGGCAAGG 
ATTATCCTTC AAAAGATTTT " GTAAGAAACT AAAAAACATA CTACACAA6A ACACCGTTCC 
2290 2300 2310 2320 2330 2340 
ACCCATAACA TCCAATGACA TAACCCATAA AATTTAGAGA GTAACCCCAT CTCTITGTTT 
TGGGTATTGT AGGTTACTGT ATTGGGTATT TTAAATCTCT CATTGGGGTA GA6AAACAAA 
2350 ' 2360 2370 2380 2390 2400 
TGTTAGGGTT TAAATGTATA CCCAAAGACA AAAGAAAATT ' GGTAACAGCG GTAAAAAGGG 
ACAATCCCAA ATTTACATAT GGGTTTCTGT TTTCTnTAA CCATTGTCGC CATTTTTCCC 
2410 2420 2430 2440 2450 2460 
ACTCAAGATG CTGTACAGAC TT6GCCCCCA ATACCACATC ATCCATATAA CTGAAAGCCA 
TGAGTTCTAC GACATGTCT6 AACCGGGGGT TATGGTGTAG TAGGTATATT GACTTTCGGT 
2470 2480 243) 2500 2510 2520 
AACAGTGGGG GAAA5CCCTA CGAACCACTG AACAAATGGC ACTA6TAAAC TGAGCCAGGA 
TTGTCACCCC CTTTCGGGAT GCTTGGTGAC TTGTTTACCG TGATCATTTG ACTCGGTCCT 
2530 2540 2550 2560 2570 2580 
GAAACGGGCT GAGGCCCACT CCCATAGGAA TTTTCCGAAA GCCCAGGATG ATGGGATGGG 
CTTT6CCCGA CTCCGGGTGA GGGTATCCTT AAAAGGCITT CGGGTCCTAC TACCCTACCC 
2590 2600 2610 2620 2630 2640 
AATACAGGTG CAATTTCCGT CCGAAGGTTT GGTACA6CAA CAGGAGGGAT ACATAGAGGT 
TTATGTCCAC GTTAAAGGCA GGCTTCCAAA CCATGTCGTT GTCCTCCCTA TGTATCTCCA 
2650 2660 2670 2680 2690 2700 
TCCTTGAGCA GTAGTCAT6C AGGTCCGGCA TGGTCCCGTG CTGGTTGTT6 AGGATCCTGG 
' AGGAACTCGT CATCAGTACG TCCAGGCCGT ACCAGGGCAC GACCAACAAC TCCTAGGACC 
2710 2720 2730 2740 2750 2760 
AATTAGAGGA CAAACGGGCA ACATACCTTG ATAGTCCAGA AGAACCAACA AGAAGATGAG 
TTAATCTCCT GTTTGCCCGT TGTATGGAAC TATCAGGTCT TCTTGGTTGT TCTTCTACTC 
2770 2780 2790 2800 2810 2820 
GCATAGCAGC AGGATGAAGA GGAAGATGAT AAAACGCCGC A6ACACATCC A6CGATAACC 
CGTATCGTCG TCCTACTTCT CCTTCTACTA TTTTGCGGCG TCTGTGTAGG TCGCTATTGG 

FEUJLLE DZ RZ^LZCZ^.Z^r ( . OMH 

WIPO 



YiV 81/0U577 



XI/13 



nrr/*'KBU/UU133 



2830 28^0 

AGGACAA6TT GGAGGACAAG 

TCCTGTTCAA CCTCCT6TTC 

2890 2900 

GCCAAGACAC AC6GTA6TTC 

CG6TTCTGT6 TGCCATCAAG 

2950 2950 

QGCGGTATT GTGAGGATTC 

GACGCCATAA CACTCCTAAG 



FigAB. 

2850 2860 

AGGTTGGTGA GTGATTGGAG 

TCCAACCACT CACTAACCTC 

2910 2920 

CCCCTAGAAA ATTGP6AGAA 

GGGGATCTTT TAACTCTCTT 

TTG L 3' 
AAC S 5' 



2870 ' 2880 

GTTGGGGACT GC6AATTTTG 

CAACCCCTGA CGCTTAAAAC 

2930 2940 

GTCCACCACG AGTCTAGACT 

C&GTGGTGC TCAGATCTGA 



WO 81/UU577 rcr/*'KtfU/UU133 

"xii/13 

Fig. 5. 

24 30 









ARG 


Il£ 


LEU 


THR 


ILE 


PRO 


GLN 


SER 


LEU 


ASP 


SER 


TRP 










40 




















50 


TRP 


THR 


SER 


LEU 


ASN 


PHE 


LEU 


GLY 


GLY 


TUR 


THR 


VAL 


CYS 


LEU 


GLY 


GLN 


ASN 


SER 


GLN 


SER 


PRO 


THR 


SER 


ASN 


60 
HIS 


SER 


PRO 


THR 


SER 


CYS 










70 




















80 


PRO 


PRO 


THR 


CYS 


PRO 


GLY 


TYR 


ARG 


TRP 


MET 


CYS 


LEU 


ARG 


ARG 


PE 


ILE 


ILE 


PHE 


LEU 


PfE 


ILE 


LEU 


LEU 


LEU 


90 
CYS 


LEU 


ILE. PHE 


LEU 


LEU 










100 




















310 


VAL 


LEU 


LEU 


ASP 


TYR 


GLN 


GLY 


MET 


LEU 


PRO 


VAL 


CYS 


PRO 


LEU 


ILE 




















120 












PRO 


GLY 


SER 


SER 


THR 


THR 


SER 


THR 


GLY 


PRO 


CYS 


ARG 


THR 


CYS 


•MET 










BO 




















140 


THR 


THR 


ALA 


GLN 


GLY 


THR 


SER 


MET 


TYR 


PRO 


SER 


CYS 


CYS 


CYS 


THR 




















150 












;LYS 


PRO 


SER 


ASP 


GLY 


ASN. 


CYS 


THR 


CYS 


ILE 


PRO 


ILE 


PRO 


SER 


SER 










160 




















170 


TRP 


ALA 


PHE 


GLY 


LYS 


PIE 


LEU 


TRP 


GUi 


TRP 


ALA 


SER 


ALA 


ARG 


PIE 




















180 












SER 


TRP 


LEU 


SER 


LEU 


LEU 


VAL 


PRO 


PHE 


VAL 

till— 


GLN 


TRP 


PHE 


VAL 

Tilt- 


GLY 










190 




















200 


LEU 


SER 


PRO 


THR 


VAL 


TRP 


LEU 


SER 


VAL 


ILE 


TRP 


MET 


MET 


TRP 


TYR 




















210 












TRP 


GLY 


PRO 


SER 


LEU 


TYR 


SER 


ILE 


LEU 


SER 


PRO 


PFE 


LEU 


PRO 


LEU 










220 












226 










LEU 


PRO 


ILE 


PHE 


PfE 


CYS 


LEU 


TRP 


VAL 


.TYR 


ILE 











FEUILLE DE REK2PLACSMEHT 



RE Al^ 
OMPI 
U v/ipo v y 



WO 81/00577 



FCWKao/uoias 



XIII/13 



t^o I — 

s 



CJ ctl 
cj cu 



CD 



CJ 
CJ 



CJ 
CD 



CD -J 
CD CD 



s 



8 „ 



S 
s 



CJ C£ 

a? 
£8 



CJ CO 



CD >- 

H— cj 



b 3 >s 

U CD CD 

a p uj 

s& t= £ 
a cd <c 



CD 
CD 



CVi 



3 



CD 



CD 



h- GO 

8 g 



CD 



CD 
CD 
CD 



.a 



CJ LU 
I — GO 



CJ O 

cj c£ 
cj> a. 



fig 



o u q: 
cd co ED 

«=C — CO 



I — < 

S3 5 W 

CD CJ Q_ 



l — oo 



^ P UJ 

n£ £ 2 



3 



CJ 



Si 

CD CD 



CD CJ O 
CD CJ 
CD CJ CL. 



i — <c • 



5 



s 

CD 



S to & 

<c i= C3 



vO 



s 



CD 



CD 



i35 

CD <C 



I — <c 



CD CJ Cxi 

^ ^ ^ 



CD CJ GO 

y ld > 

< H U 



TAC 


ATG 


MET 


b 

CJ 


GGA 


CD 


ACC 


S 

I — 


TRP 


ACG 


CJ 

f2 


CYS 


CTG 


GAC 




CTC 


GAG 


GUU 


CD 


CJ 


GET 


CJ 




LU 
GO 


■a 


CD 

& 


TRP 


CD 


CD 

& 


ARG 


S b 

CD CJ 


S ■ 

CU 


GAT 


CTA 


IBJ 


ACG 


CJ 

£2 


CYS 


E 


AAA 


LYS 


AAG 


TTC 


iti 



FEUILLE DS RERSPLACEMENT 



OMPI 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Ocmande interna tie nafe N-PCT/FR 80/00133 



L CLASSEMENT DE ^INVENTION (si plusieurs symboles de creation sont aophcb.es, lea indlqueT^sTT 
Sf 100 la cta « ifi «tion international* des brevets (C1B) ou a la lots selon la classification nationale et la CI3 

Int. CI 3 C 12 N 15/00; C 07 H 21/04; C 12 P 21/02: 
C 07 C 103/52; A 01 K 39/29; G 01 N 33/54 



II. DOWAINES SUR LESQUELS LA RECHER CHE A PORT* 

Documentation minimale consultee * 



Systems de classification j 



Symboles de classification 



Int.Cl. 3 



C 
C 



12 N 
07 H 



15/00; 
21/04 



C 12 P 21/00; C 12 P 21/02; 



Documentation consultee autre que | a documentation minimale dans la mesure 
00 de tels documents font parte des domainti sur lesquels la recherche a porte » 



III. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS >« 



Calegorle ' 



Identmcation de* documents ciMs.n avec indication, si necessaire 
des passages pertinents »• 



N' des revendications 
visits >> 



Nature, volume 279, pubiie le 3 mai 1979, 
(USA) C.J. Burrell et al. "Expression 
in Escherichia coli of hepatitis B 
virus DNA sequences cloned in plasmid 
pBR 322", pages 43 a 47; voir figures 
1,2,3; page 45, colonne 1, paragraphe 
r 1 a page 47, fin 

cite dans la demande 

Proc. Natl. Acad. Sci, volume 76, no. 5, 
pubiie en mai 1979, (USA) P. Charnay 
et al. "Cloning in Escherichia coli and 
physical structure of hepatitis B virion 
DNA", pages 2222-2226, voir figures 
2,3,5; page 2222: "Materials and 
^Methods" 

cite dans la demande 

Nature, volume 279, pubiie le 24 mai 1979, 
J.J. Sninsky et al. "Cloning and endo- 
nuclease mapping of the hepatitis B 
viral genome", pages 346-348; 
^voir l'article en entier 

cite dans la demande 

./. 



1 a 
8 a 
15 



4, 

10. 



14, 



1 

8 



4, 

10,14 



1 a 4,8 a 
10,14 



* Categories speciates de documents cites: " 

* A » document definissant Petat gendral de la technique 

«£» document anterieur. mats pubiie a la date de d6p6t interna- 
tional ou apres cette date 

«l» document cite pour raison speciale autre que cedes qui sont 
mentionnees dans les autres categories 

« O o document se relevant a une divulgation oral*?, a un usage A 
une eiposition ou lous autres moyens 



aPl> l^^nf"^ f/° nl la . date de d6oot international ma is 
a la date de pnonte revendiquee ou apres cclle-ci 

itT » document ultfirieur pubiie a la date de dep&t International ou 
2 J if if ( ,25- pfl0r,l * , .? u ap '* 5 ' et n'aPPartenant pas a l'etat 
2?.«?;«?«m P e / t,f, ent. mais cue pour comprendre le 
prmcipe ou la theor.e constituant la base de ('invention 

*X» document particulierement pertinent 



IV. CERTIFICATION 




Date a laquelle la recherche Internationale a et* efTectivement 
achtvee * 

26 novembre 1980 



Administration chargee de la recherche Internationale 1 

Office Europeen des Brevets 



Date d'eipedition du present rapport de re 



1 9 decembre 198 



Internationale 1 



Signature du (onctionnaire autorise a » 

CL.He Kruydenbe 



Formulate PCT/tSAtflO (deuiieme feutlle) (Octobre 1977) 



/ 



PCT/FR 80/00133 

Demande Internationale N* 



(SUITE DE5 RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR LA 
lit. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS " DEUXIEME FEU I CLE) 



Categorie * 



Identification des documents cites, ™ avec indication, s! necessaire 
des passages pertinents 17 



N" des revendicatlons 
visees i» 



p,x 



t> Y i 



i 



P,X ' 



PfX ; 



Chemical Abstracts, volume 86, no. 25, 

publie le 20 juin 1977 (Columbus Ohio, . 
USA) D.P. Peterson et al. "Partial amino 
acid sequence of the major component 
polypeptides of hepatitis B surface 
antigen", voir page 413, colonne 2, 
I'abrege 187.460r Proc. Natl, Acad. Sci. 
USA 1977, 74(4), pages 1530-34 

C.R. Acad. Sc., volume 287, publie le 18 

decembre 1978, (Paris, FR) A. Fritsch et 
al. "Clonage du genome du virus de 
l 1 hepatite B dans Escherichia coli", 
pages 1453-1456, voir l 1 article en entier 

cite dans la demande 

Nature, volume 286, publie le 28 aout 1980, 
P. Charnay et al. "Biosynthesis of 
hepatitis B virus surface antigen in 
Escherichia coli", pages 893-895, 
voir l l article en entier 

Nucleic Acids Research, volume 7, no. 2, 

publie le 25 septembre 1979, P • Charnay 
et al. "Localization on the viral genome 
and nucleotide sequence of the gene 
coding for the two major polypeptides of 
the Hepatitis B surface antigen (HBSAg). 
pages 335 a 346, voir le document en 
entier 

cite dans la demande 

Mature, volume 281, publie le 25 octobre 1979 
F. Galibert et al. "Nucleotide sequence 
of the hepatitis B virus genome (sub- 
type ayw) cloned in E.coli", pages 
646-650, voir l f article en entier 

cite dans la demande 

Nature, volume 282, publie le 6 decembre 

1979, M. Pasek et al. "Hepatitis B virus 
genes and their expression in E.coli", 
pages 575-579, voir l f article en entier 

cite dans la demande 

Nature, volume 280, publie le 30 aout 1979, 
P. Valenzuela et al. "Nucleotide 
sequence of the gene coding for the 
major protein of hepatitis B virus sur- 
face antigen", pages 815-819 

cite dans la demande 

./. 



15 



14 a 20,23 
a 29 



1 a 13, 
15 a 18 



, 1 a 13 



1 a 4,8,9, 
14,15 



1 a 4,8,9, 
14,15 



Fofrr.ulaire PCT ISA 210 (leuiHe additionnelle) (Juin 1980) 



Demande Internationale N* 



PCT/FR 80/00133 
-3- 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR LA DEUXIEME FEUIttE 



P,E i 



P,E 



EP, A, 13828, publie le 6 aout 1980, 
voir page 11, ligne 1 a page 21, 
ligne 3; page 27, ligne A a page 36, 
fin; revendications 1 a A, 6 a 32; 
figures 1 a 12, Biogen N*V. 



1 a 4,8 a 
I 10,14,15, 
j 19,20,23, 
; 25,26,27, 

t 29 



DE, A, 2950995, publie le 24 juillet 1980,1 
voir page ^4, lignes- 5 a 15; page 6, I 
li^ne 16 a page 17, fin; revendication^ 
1 a 12, Institut Pasteur ! 



V. OBSERVATIONS LORSOU'IL A £jt ESTIM£ QUE CERTAIN ES REVENDICATIONS NE POUVAIENT PAS FAIRE 
L'OBJET D'UNE RECHERCHE 



Selon Tarticle 17.2) a) certaines revendications n'ont pas fait 1'objet d'une recherche pour tes motifs suivants: 

1. fl Les revendications numeros. se rapportent a un objet a Pegard duquel la presents administration n'a pas Poblloatlon de pro- 
w ceder a la recherche, a savoir: 



2. j_J Les revendications numeros se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rem plis sent pas les conditions 

prescrites dans une mesure telle qu'une recherche significative ne peut etre eflectuee, 11 precisement: 



V* * • ...... i IOIS LORSOU'IL Y A ABSENCE D'UNIT£ DE L'INVENTION ti 



L*adnnr.:s(ration chargee de la recherche Internationale a trouve plusleurs inventions dans la presents demande Internationale, c*est*a-dire: 



1. [_J Commo toutes les taxes addltlonnelles demandees ont ete payees dans tes delais, le present rapport de recherche Internationale 

couvre toutes les revendications de la demande Internationale pouvant (aire 1'objet d'une recherche. 

2. Q Comme seulement une des partie taies additionnelles demandees ont ete payees dans les delais. le present rapport de recherche 

Internationale couvre seulement celles des revendications de la demande pour lesquelles tes taxes ont ete payees, c'est-a-dire les 
revendications: 



3. [_] Aucune taxo additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le diposant. En consequence, le present rapport de recherche 
Internationale est limtte a I'invention mentionnee en premier dans les revendications; elle est couverte par les revendications 
numeros: 



Remarque quant a la reserve 
n Les taxes additionnelles de recherche etaient accompagnees d'une reserve du d^posant. 
( | Aucune reserve n'a ete (atte lors du paiement ces taxes additionnelles de recherche. 



Formulaire PCT/1SA/210 (teuille suppterr.entaire 2)) (Oclobre 1977) 



in i civr«M i ivriMb ootrcwn ncrvn i 

Intentional AppHcatlon No PCT/FR80/00133 



1. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER Of several classification symbols apply, Indicate all) * 


According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 

Int.Cl3 . c 12 N 15/00; C 07 H 21/04; C 12 P 21/02; C 07 C 103/52; 
A 01 K 39/29; G 01 N 33/54 


II. FIELDS SEARCHED 


Minimum Documentation Searched * 


Classification System 


Classification Symbols 


Int.a.3 


C 12 N 15/00; C 12 P 21/00; C 12 P 21/02; C 07 H 21/04 


Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included in the Fields Searched * 




III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT" 


Category • 


Citation of Document 16 with Indication, where appropriate, of the relevant passages | 


Relevant to Claim No. 19 


Y 
A 


| 

i 

Mafnrp vnl 97Q rmhlivherl on Mav 1 979 ftlSAl C J Burrell et al 

"Expression in Escherichia coli of hepatitis B virus DNA sequences cloned 
in plasmid pBR 322.", pages 43 to 47; see figures 1,2,3; page 45, column 1, 
paragraph 1 to page 47,. 
(Cited in the application) 


1 to 4,8 to 10,i 
14,15 


X 


ProcNatl. Acad. Sci, vol. 76, no.5, published in May 1979, (USA) P.Charnay 
et al.'*K3oning in Escherichia coli and physical structure of hepatitis B virion 
DNA", pages 2222-2226, see figures 2,3,5; page 2222: "Materials and 
Methods" 

(Cited in the application) 


lto4 

8 to 10, 14 


X 


Navture , vol. 279, published on 24 May 1979, J J. Sninsky et al."Cloning and 
endonucleise mapping of thchepatitis B viral genome", pages 346-348; see 
the whole document, 
(Cited in the application) 


lto 4, 8 to 10,14 


X 


Chemical Abstrats, vol. 86, no.25, published on 20 JUne 1977, (Columbus, 

Ohio, USA), DP. Peterson et al. Partial arnino acid sequence of .the 
major component polypeptides of hepatitis B surface antigen",see page 413 
column 2, abstract 187.460rProcifatl. Acad^ci. USA 1977, 74(4). 
pages 1530-34 


15 


c 


CM- Acad Sc. vol. 287, published on 18 December 1978, (Paris. , FR) 


i 

; i 


• Special categories of cited documents: 16 
W A W document defining the general state of the art 
"E" earlier document but published on or after the International 
filing date 

"L" document cited for special reason other than those referred 

to In the other categories 
"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 

other means 


u P n document published prior to the International filing date but 
on or after the priority date claimed 

later document published on or after the International filing 
date or priority date and not In conflict with the application, 
but cited to understand the principle or theory underlying 
the Invention 

"X" document of particular relevance 


IV. CERTIFICATION 


Date of the Actual Completion of the International Search 9 
26 November 1980 (26.1 1 .80) 


Date of Mailing of this International Search Report * 

19 December 1980 (19.12.80) 


International Searching Authority i 

Euroepan Patent Office 
European Patent Office 


Signature of Authorized Officer so 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (October 1977) 



International Application No. PCT/FR80/00133 



III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET) 



Category * 



Citation ol Document, ** with indication, where appropriate, ol the relevant passages l * 



Relevant to Claim No i* 



P.X 



P.X 



PA 



p>x 



p,x 



PA 



Fritsch et al. "Qonage du genome du virus de Fhepatite B dans Escherichik 
coli", pages 1453-1456, see the whole document 
(Cited in the application) 

Nature, vol. 286, published on 28 August 1980 , P.Chainay et al. "Biosyn- 
thesis of 'hepatitis B virus surface antigen in Escherichia coli", pages 
893-895, see the whole document 

Nucleic Acids Research , Vol. 7, no. 2, published on 25 September 1979, 
P.Chamay et al. "Localization on the viral genome and nucleotide 
sequence of the gene codin g for the two major pohypeptides of the 
Hepatitis B surface antigen (HBSAg) pages 335 to 346, see the whole 
document 

(Cited in the application) 

Nature , vol. 281, published on 25 October 1979, F.Galibert et al. 
"Nucleotide sequence of the hepatitis B virus genome (subtype ayw) 
cloned in E.coli", pages 646-650, see the whole document 
(Cited in the application) 

Nature, vol. 282, published on 6 December 1979, M-Pasek et al. 
"Hepatitis B virus genes and their expression in E.coIT\ pages 575-579, 
see the whole document, 
(Cited in the application) 

Nature, vol. 280, published on 30 August 1979, P.Valenzuela et al. 
"Nucleotide sequence of the gene coding for the major protein of 
hepatitis B virus surface antigen", pages 815-819 
(Cited in the application) 



E,P, A, 13828, published on 6 Augsut 1980, seepage 11, line 
1 to page 21 , line 3; page 27, line 4 to page 36, claims 1 to 4, 6 to 32; 
figures 1 to 12, Biogen N.V. 

DE, A, 2950995, published on 24 July 1980, see page 4, lines 5 to 15; 
page 6, line 16 to page 17; claims 1 to 12; Institut Pasteur 



-2- 



14 to 203 to 29 



1 to 13, 
15 to 18 



I to 13 



1 to 4, 8, 9, 
14,15 



1 to4, 8,9 
14,15 



1 to 4, 8to 10, 

14,15,19,20,23, 

25,26,27,29 



Form PCT ISA.'210 (extra sheet) (June 1980) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



Y BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



Ul REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 





